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                                  Введение  
       Рак простаты является вторым по частоте раковым заболеванием у лиц мужского 
пола. Механизмы возникновения и развития этого заболевание разнообразны и не до 
конца изучены. Одной из возможных причин рака предстательной железы является 
нарушение сигнального пути Wnt/b-катенина, в норме участвующего в регуляции 
эмбриогенеза, а после рождения – в регуляции пролиферации клеток различной тканевой 
специфичности. Ключевым участником этого сигнального пути является b-катенин, 
формирующие в клетке в цитоплазматический и мембранный популяции, выполняющие 
различные функции. При связывании лиганда Wnt c рецептором плазматической 
мембраны b-катенин накапливается в цитоплазме и транслоцируется в ядро, в котором он 
активирует различные транскрипционные факторы, индуцирующие эпителиально-
мезенхимальный переход (ЭМП). В свою очередь, ЭМП лежит в основе феномена 
приобретения раковыми клетками способности к миграции и метастазированию.  В 
опубликованной литературе есть данные, что фермент ацилметил-КоА-рацемаза 
(AMACR), локализованный в митохондриях и пероксисомах, и необходимый для 
метаболизма жирных кислот, может быть мишенью β-катенина. AMACR является 
надежным диагностическим маркером рака простаты, повышение его продукции 
позволяет раковым клеткам получать дополнительную энергию, что способствует 
активации пролиферации и развитию опухоли.  
Цель данной работы: характеристика уровня  b-катенина и AMACR в опухолевой 
ткани предстательной железы и производных культурах стромальных клеток. 
Задачи работы: 
1. Получить первичные культуры стромальных клеток из нормальной и опухолевой  
ткани простаты 6 пациентов, подвергнутых радикальной простатэктомии. 
2. Выявить и охарактеризовать в опухолевой и окружающей нормальной ткани 
предстательной железы и производных стромальных клетках, продукцию 
виментина − маркера клеток мезенхимного происхождения. 
3. Охарактеризовать с помощью иммуноблота уровень экспрессии b-катенина и 
AMACR в опухолевой и окружающей нормальной ткани простаты и полученных 
из неѐ первичных культурах стромальных клеток. 
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4. Охарактеризовать по уровню продукции в опухолевой и окружающей нормальной 
ткани предстательной железы и производных стромальных клетках  возможную 

















                    Глава 1. Обзор литературы 
                  1.1.Описание сигнального пути Wnt/b-катенин 
Wnt/b-катенин является каноническим сигнальный путь группы сигнальных путей Wnt у 
позвоночных. Он участвует в регуляции дифференцировки, пролиферации и эмбриогенеза 
( Lie DC. et.al., 2005; Yang Y, 2012). Название Wnt-продукт сочетаний названий двух 
генов: гена Wingless у Drosophila melanogaster и гомологичного ему гена   Int у 
позвоночных животных. Отправной точкой в изучении гена Wingless стали эксперименты 
в области биологии развития,  результаты которых демонстрировали, что рецессивная 
мутация по этому гену становилась причиной отсутствия крыльев у  мушек, а также к 
различным девиациям в развитии метаторокса (Sharma P., et.al. 1980). Ген Int был 
идентифицирован в результате экспериментов по поиску новых  протоонкогенов, Int  
имеет несколько сайтов интеграции вируса рака молочной  железы, поэтому ему было 
присвоенное название Integration-1 (Nusse R., K., Varmus H., 1984). Данные работы стали 
основой для скорого открытия целого семейства лигандов, которые оказались 
задействованными в эмбриогенезе, дифференцировке, пролиферации клеток различной 
тканевой специфичности. Семейство Wnt представляет из себя большое количество 
разнообразных секретируемых сигнальных липид-модифицированных гликопротеинов 
длиной 350-400  аминокислот (Cadigan KM, Nusse R., 1997). Модификация сводится к 
пальмитилированию цистеинов в консервативном участке (Logan CY, Nusse R., 2004). 
Пальметилирование требуется для адресации Wnt к плазматической мембране, а также  
позволяет связаться с рецептором в результате ковалентного присоединения  жирных  
кислот, в то время как надлежащий уровень секреции обеспечивается гликозилированием 
(Kurayoshi M., Kikuchi A., 2007). Wnt -лиганды  способны  индуцировать  канонические  и  
неканонические  сигнальные  пути.  Главным принципиальным отличием канонического 
сигнального пути от остальных является  участие  b-катенина и влияние на 
дифференцировку и пролиферацию  клеток различной тканевой специфичности. 
Неканонические пути Wnt   задействованы в регуляцию  метаболизма кальция, 
полярности клеток а также в реорганизации цитоскелета. Они подразделяются на  
Wnt/Ca2+, Wnt/Jnk и Wnt/Rho пути, в них задействованы такие белки как Wnt4, Wnt5а, 
Wnt1 (Johnson, 2006).Впервые b-катенин был описан как компонент адгезионного 
комплекса катенин-кадгерин (Vestweber and Kemler, 1984). В этом комплексе b-катенин 
либо напрямую связывается с цитоплазматическим доменом E- кадгерина, либо через α-
актинин, который заякорен на актиновом цитоскелете клетки(Ozawa et al., 1989). Таким 
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образом, b-катенин присутствует в клетке в двух пулах-цитоплазматическом (где он 
принимает участие в трансдукции сигнала) и мембранном (где является компонентом 
десмосом в контакте с E-кадгерином).  Трансдукция канонического пути, Wnt/b-катенин, 
начинается со связывания белка  Wnt с рецептором семейства Frizzled (Frz) а также с 
рецептор-связанными липопротеинами, такими как LRP-5/6, Ryk, Ror2 (Rao TP, Kühl M.,  
2010;  Kestler HA, Kuhl M., 2008). Frz имеет 7 трансмембранных доменов и длинный N-
терминальный  экстраклеточный цистеин-богатый домен (CRD), с которым 
непосредственно  взаимодействует Wnt.  У человека обнаружено 19 членов семейства Wnt 
и 10 Frizzled - рецепторов. В отсутствии Wnt мультифункциональный  белок b-катенин, 
находящийся  в цитоплазме, отправляется в мультимерный деструктивный белковый 
комплекс для  фосфорилирования. Комлекс состоит из гликоген-синтазной  киназы (GSK 
3β), белков  APC,  Axin, казеин-киназы 1(CK1), а также белковой фосфатазы 2А (PP2A) 
(Minde DP., Maurice MM., 2011). Axin выполняет роль скелетного в деструктивном 
комплексе. Фосфорилирование осуществляет GSK 3β по Ser45, а затем по Ser33, Ser37 и 
Thr41 (Liu C., et.al., 2002). Фосфорилирование направляет b-катенин по пути β-Trcp-
зависимого убиквитинирования с последующей деградацией в протеосоме. Были 
поставлены эксперименты по  удалению сайтов, в которых происходит 
фосфорилирование, путем точечных мутаций. Эти эксперименты приводили к 
стабилизации цитоплазматического  b-катенина(Griffiths-Jones S., et.al., 2006).  
 
   (Из: Chiharu Ota et.al., 2016)  
При наличии Wnt-лиганда сигнал с рецептора Frizzled передается на фосфопротеин  
Dishevelled (Dsh),  который находится в цитоплазме. Dsh является  высоконсервативным 
белком, у него есть три домена: амино-терминальный DIX, центральный PDZ и карбокси-
терминальный DEP домен (Habas R, Dawid B., 2005). Связывание Wnt c Frz и передача 
сигнала на Dsh ингибирует деструктивный комплекс, он разбирается. Все эти процессы 
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приводит к стабилизации и аккумуляции цитоплазматического b-катенина, который 
транспортируется  в ядро, где активирует транскрипционные факторы семейств TCF/LEF, 
Snail . Опыты по делеции от трех до  шести экзонов в гене b- катенина показали его 
неспособность связываться с транскрипционными факторами в таком усеченном виде 
(Griffiths-Jones S., et.al., 2006). Гены, c энхансерами которых взаимодействуют  
транскрипционные факторы  семейства TCF/LEF кодируют такие белки, среди которых 
фибронектин, циклин  D1, CD44, эндотелин-1  и  другие,  вовлеченные  в  регуляцию  
клеточной  пролиферации, дифференцировки,  метастазирования. Так же b-катенин 
активирует транскрипционный фактор Slug, который репрессирует ген E-кадгернина, что 
является ключевым молекулярным событием при эпителиально-мезенхимальном 
переходе.  
     Нарушения в работе сигнального пути Wnt/b-катенин в результате мутаций часто  
приводят к различным видам рака, в том числе рака простаты и молочной  железы, 
глиобластомы (Logan C,,  Nusse R., 2004; Klaus A., Birchmeier W., 2008).  
 
  1.2.Механизм эпителиально-мезенхимного  перехода  
(ЭМП) и роль b-катенина. 
     Эпителиально-мезенхимный переход заключается в потере эпителиальными клетками 
клеточной адгезии и полярности и приобретению ими мезенхимного фенотипа, который 
проявляется в  наличии способности к миграции и инвазии. Этот процесс так же  
сопровождается перестройками цитоскелета  и, как  следствие, изменениями формы 
клеток. ЭМП подразделяется на три типа(Kalluri R., Weinberg RA., 2009). Первый тип 
ассоциирован с эмбриогенезом, например, с образованием нервной трубки. Второй тип 
связан с регенеративными процессами при зарастании ран и оказывает индуцирующие 
воздействие на фибробластические клетки. В патологических случаях данный тип ЭМП 
может становиться причиной появления фиброзов-разрастаний соединительной ткани. 
Третий тип ассоциирован с канцерогенезом и служит основой приобретения раковыми 
клетками способности к метастазированию (Thiery JP., et.al., 2009). Возможен и обратный 
процесс, который носит название мезенхимно-эпителиального перехода (МЭП).  
       Все три типа эпителиально-мезенхимного перехода протекают одинаково. Было 
показано, что ключевыми  молекулярными событиями, происходящими при ЭМП 
являются  снижение экспрессии эпителиальными клетками E-кадгерина и  увеличение 
экспрессии виментина и N-кадгерина. Отсутствие E-кадгерина приводит к разборке 
десмосом и потере клеточной адгезии. Экспрессия цитокератинов меняется на экспрессию 
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виментина и фибронектина, что сопровождается изменениями цитоскелета и формы  
клеток-они меняют полигональную форму на веретеновидную (Micalizzi et al., 2010). 
       Репрессию гена E-кадгерина могут осуществлять многие транскрипционные  
факторы, их принято называть транскрипционными  факторами, индуцирующие ЭМТ. 
Такие ТФ как Snail1, Slug, ZEB1, ZEB2,  TCF3 делают это напрямую, а факторы TCF4, 
Twist,  FOXC2 и Goosecoid-опосредованно (Peinado H., et.al., 2007).   
      Транскрипционные факторы Snail1 и Snail2 (Slug) принадлежат к  белковому 
суперсемейству Snail , для них характерно наличие структуры «цинковые  пальцы»  и 
участие в негативной регуляции экспрессии E- кадгерина путем связывания с E-боксами 
его промотора. Помимо этого, ТФ Snail и Slug участвуют в морфогенезе (Nieto, M. A., 
2002).  Репрессорная активность и субклеточная локализация белков Snail  регулируется 
фосфорилированием серинов в регуляторных  областях(Domínguez D., García de Herreros 
A., 2003).С-концевой домен  Snail и Slug включает в себя ДНК-связывающий домен 
(C2H2), образованный 4-6 цинковыми пальцами, который узнает элементы E-бокса (C / 
ACAGGTG). C2H2 впервые был описан в транскрипционном факторе TFIIIA у Xenopus 
laevis (Miller, J., McLachlan, A. D., and Klug, A., 1985).  Помимо прямой репрессии генов, 
характерных для эпителиального фенотипа, Snail1 и Slug также способны опосредовано 
повышать экспрессию мезенхимальных генов фенотипа (виментина, фибронектина  и N-
кадгерина), однако детали этого механизма до сих пор остаются невыясненными. Помимо 
этого, Snail оказывает репрессирующее воздействие на экспрессию генов, продукты 
которых-клаудины и окклюдины-являются основными компонентами плотных 
(изолирующих) контактов. Это также способствует потере клеточной адгезии и 
приобретению способности к миграции и  метастазированию.  
      Было показано, что активность Slug усиливается в ответ на Wnt – сигнализацию. 
Передача сигналов Wnt  была активирована путем  получения мутанта b- катенина, 
который был устойчив к деградации по  причине замены серина в 33 положении на 
тирозин. Это сделало невозможным фосфорилирование,  и, как следствие, 
стабилизировало b-катенин (Conacci-Sorrell, M., et al., 2003). Аккамуляция 
цитоплазматического b-катенина приводит к его транспортированию в  ядро, где он 
активирует Slug, который, в свою очередь репрессирует ген E-кадгерина, что способствует 
ЭМП.    
      Помимо этого, была предложена модель взаимодействия ключевых  белков-
участников Wnt/b-катенин сигналлинга и ЭМП : Dsh, b-катенин, E-кадгерин и Slug (Gasior 
K., Bhattacharya S., 2017). E-кадгерин секвестрирует b-катенин на мембране вместе с 
другими членами  семейства катенинов, образуя с ними адгезионный комплекс. 
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Повышение  экспрессии Dvl по причине Wnt-сигналов стабилизирует b-катенин в  
цитоплазме вследствие разборки деструктивного комплекса, что позволяет  b-катенину 
транспортироваться в ядро и активировать Slug, который  репрессирует ген E-кадгерина. 
Сниженная экспрессия E-кадгерина  приводит к уменьшению секвестрирования b-
катенина на мембране, что  замыкает обратную связь.  
 
                          
(Из: Gasior K., Bhattacharya S., 2017) 
 
        Транскрипционные факторы TCF 3 и 4 являются членами 1класса  семейства ТФ, 
отличительным качеством которого является наличие  структуры  «спираль-петля-
спираль».  Млекопитающие имеют 4 TCF/LEF  факторов: Tcf1 (Tcf7), Tcf3 (Tcf7L1), Tcf4 
(Tcf712) и Lef1. Все они обладают очень похожими ДНК-связывающими доменами, 
которые  позволяют им взаимодействовать с одной и той же консенсусной  
последовательностью (A/AT/TCAAAG) E-бокса промоторов генов-мишеней (Atcha  et  al., 
2007). Связывание происходит в виде гомодимеров  или гетеродимеров. Образование 
комплекса b- катенин/TCF является  важным этапом в каноническом Wnt-сигналлинге.  
    Транскрипционный фактор Twist также содержит структуру «спираль-петля -спираль». 
Его активация вызывает снижение экспрессии E-кадгерина и повышение экспресии N-
кадгерина и матриксных протеаз (Zhao XL.  et.  al., 2011).  
 
1.3.Маркер рака AMACR как потенциальная мишень b-катенина,   




     Alpha-метилацил-CoA рацемаза (AMACR) является ферментом, локализованным в 
митохондриях и пероксисомах, где он катализирует β-окисление жирных кислот, а 
именно-обращает 2R эпимер метилацил -CoA  множества субстратов, например, 
пристановой  кислоты,  в 2S эпимер, доступный для β-окисления, где он в дальнейшем 
метаболизируется  ацетил-CoA оксидазами. AMACR был идентифицирован и 
охарактеризован в1994 году как фермент, вовлеченный в метаболизм липидов (Schmitz 
W., et.al. 1994),  а его повышенная экспрессия при аденокарциноме предстательной 
железы была обнаружена в 2002-2004 годах (Jiang Z., et al. 2001; Zhou M., et.al  2002).  
Наибольший уровень экспрессии этого белка наблюдается в печени, почке и сердце. 
Таким образом, уровень его экспрессии коррелирует с метаболической активностью 
указанных тканей и органов.  
 
    AMACR рассматривается как важный функциональный маркер рака различной 
локализации, в том числе рака простаты, снижение уровня его экспрессии сопровождается 
торможением роста опухолевых клеток. AMACR способствует получению раковыми 
клетками энергии, что приводит к повышенной пролиферации а также метастазированию 
(Lloyd MD., et al. 2013). Метаболизм жирных кислот усиливается в опухолевой ткани, что 
ассоциировано с увеличенной продукцией AMACR (Baron A et.al., 2004, Jiang Z., et al., 
2003). Увеличение потребления продуктов, в большом количестве содержащих жирные 
кислоты, таких как мясо и молоко повышают риск развития рака предстательной железы и 
кишечника (Rohrmann  S., et.al., 2007).  
     Несмотря на то, что AMACR на данный момент является надежным диагностическим 
маркером рака, остаются невыясненными клеточные механизмы, которые приводят к его 
повешенной продукции в опухолевых клетках. Транскрипционный анализ 
проксимального промотора AMACR помог установить регуляторную область гена, 
расположенную между -423 и -93 нуклеотидами. Она негативно регулируется такими 
факторами, как C / EBPα, p53 и NF-κB p50, но не зависит от сигналов, опосредованных 
андрогенным рецептором (Chen W., et.al. 2009). Анализ промоторной области AMACR не 
выявил сайтов связывания с белками LEF/TCF семейства, однако имеющиеся данные 
свидетельствуют о том, что увеличение экспрессии AMACR при гепатоцеллюлярной 
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карциноме ассоциировано с мутациями гена b-катенина (CTNNb1), продукт которого 
активирует гены-мишени при взаимодействии с белками LEF/TCF семейства (Sekine S., et. 
al. 2011). Известно, что b-катенин играет важную роль в процессах самообновления 
нормальных и опухолевых стволовых клеток различных тканей и при раковых 
заболеваниях его продукция заметно увеличена (Nusse R. and Clevers H., 2017). Возможно, 
AMACR является мишенью b-катенина, что приводит к повышению экспрессии AMACR.  
   МикроРНК-это одноцепочечные эндогенные некодирующие РНК длиной около 22 
нуклеотидов. В качестве пост-транскрипционных регуляторов экспрессии генов они 
вовлечены во многие биологические и патологические процессы (Bracken et al.2016; Iorio 
and Croce, 2012). Функционально микроРНК образуют мишень-распознающий компонент 
цитоплазматического РНК-индуцируемого комплекса выключения гена (RISC). 
Связываясь с белком аргонавтом в RISC микроРНК могут взаимодействовать с 
комплементарными сайтами 3'-нетранслируемой областями мРНК-мишеней. 
Впоследствии мрнк деградирует, что обуславливает эффект молчания гена (Bracken et 
al.2016; Iorio and Croce, 2012).  Помимо эффекта молчания, была показана способность 
микроРНК индуцировать экспрессию генов (Majid et. al., 2010). Для  различных раковых 
заболеваний, включая рак простаты, было показано значительное отклонение уровня 
многих микроРНК по сравнению с нормой. Например, было установлено, что уровень 
микроРНК26 и микроРНК138 значительно снижен в тканях рака простаты в сравнении с 
нормальной тканью простаты, а также, что обе эти микроРНК оказывают 
антипролиферативное воздействие на клеточные линии рака предстательной железы, 
путем ареста клеточного цикла в точке G0/G1, что, в свою очередь, достигается 
согласованным ингибированием таких важнейших регуляторов клеточного цикла, как 
CCND1,CCND3 и CDK6 (Erdmann et. al., 2016; Erdmann et. al. 2014).  
    Снижение уровня обеих этих микроРНК обратно коррелирует с уровнем их мишеней – 
AMACR и Ezh2. Ezh2 является прямой мишенью микроРНК138 (Liu et al., 2011) и 
микроРНК26 (Sander et.al., 2008), а AMACR является прямой мишенью микроРНК26 
(Erdmann et al., 2014) и микроРНК138 (Erdmann et al., 2017). Помимо этого, была показано 
индуцирующее воздействие микроРНК138 на b-катенин, микроРНК138 способствовало 
увеличению уровня b-катенина на 25%. Было установлено, что микроРНК138 может 
напрямую связывать b-катенин, что приводит к увеличению его уровня. b-катенин, в свою 
очередь, индуцирует AMACR. Таким образом, микроРНК 138 может оказывать 
ингибирующее воздействие на уровень AMACR, связываясь с ним напрямую, а также 




1.4.Взаимодействие между стромальными и эпителиальными 
клетками простаты, роль экзосом.  
Предстательная железа состоит из двух типов тканей-эпителиальной, в которой идет 
синтез секрета, и стромальной, окружающей эпителиальные островки. Два эти 
компонента простаты взаимодействуют между собой с помощью рецепторов андрогенов, 
что необходимо для развития предстательной железы (Hayward SW., et.al., 1997). При раке 
простаты строма также участвует в канцерогенезе. Клеточный состав  опухолевой стромы 
преимущественно представлен фибробластами, которые занимаются синтезом и 
ремодулированием матрикса. Помимо фибробластов, в опухолевой строме есть 
миофибробласты и иммунные клетки. Раковые клетки эпителия способны 
взаимодействовать со стромальными клетками и создавать микроокружение, 
благоприятствующие развитию рака (Tlsty D., et.al., 2006; Rowley R., et. al.1998).       
Экзосомы это микроскопические везикулы, выделяемые разными типами клеток во 
внеклеточную среду. Диаметр экзосом колеблется от 40 до 100 нанометров. Содержимое 
экзосом имеет цитоплазматическое происхождение. Оно представлено белками,среди 
которых белки теплового шока HSP70 и HSP60, Wnt-лиганды, способные индуцировать 
Wnt/b-катенин сигнализацию (Gross C., et.al., 2012). Также в состав экзосом входят 
разнообразные микроРНК. Экзосомы присутствуют в сыворотке крови, грудном молоке и 
моче (Fang Y., et. al., 2013). В последнее время, экзосомы рассматриваются как 









                      Глава 2. Материалы и методы 
     2.1. Получение культур стромальных клеток предстательной железы человека. 
При выполнении данной работы были использованы  ткани и первичные культуры 
стромальных клеток предстательной железы (ПЖ) человека, выделенных  из ткани  
простаты  пациентов, которые были подвергнуты операции по удалению простаты по 
причине рака ПЖ в урологическом отделении 2-й городской больницы Санкт-Петербурга 
в соответствии с протоколом этического комитета СПбГБУЗ «Городская 
многопрофильная больница №2». У каждого пациента было взято две пробы – проба, 
содержащая опухолевый узел, и вторая проба, содержащая окружающую опухолевый узел 
нормальную ткань. Пробу ткани помещали в стерильную 100 мм культуральную чашку, 
отмывали в 9 мл PBS, нарезали ножницами до небольших кусочков размерами 1-2 мм и 
заново промывали в PBS. Далее полученные кусочки переносили в пробирку с раствором 
коллагеназы I (Sigma, США), который содержал: 310 мкл 0,28% коллагеназы (Sigma, 
США), 200 мкл 10% ФБС (Invitrogen, США),20 мкл ДНКазы 1 (New England Biolabs, 
США), и 1470 мкл ростовой среды RPMI (ThermoFisherScientific, США). Пробирку 
оставляли на 16-18 ч в шейкере-инкубаторе при 37°С и 230 об/мин. После этого, 
клеточную суспензию ресуспендировали в 9 мл PBS, центрифугировали при 1000 об/мин, 
клеточный осадок ресуспендировали в 4 мл среды SCBM (Lonza, США), содержащую 5% 
ФБС, 50 мкг/мл гентамицина, 5 мкг/мл инсулина и 10 нг/мл FGF2.  
      2.2. Пассирование первичных культур клеток простаты. Клетки культивировали на 
100 мм чашках Петри в инкубаторе (37°C, 6% CO2, 100 %  влажность). При достижении 
плотности насыщения культур 80-90 % (% поверхности, занятоq клетками) клетки 
разделяли путем переноса на две 100 мм чашки в соотношении 1:2.Для пассирования  
клеток  чашки два раза промывали в 2 мл PBS и отделяли от пластика при помощи 
раствора 0.25 % трипсина с 1 мМ ЭДТА (раствор Версена) в количестве 1 мл на 100 мм 
чашку. Чашки оставляли на 5-7 минут при комнатной температуре. После этого 
полученную суспензию ресуспендировали в 4 мл ростовой среды и разделяли на две 
чашки в соотношении 1:2. Первичные культуры клеток рака простаты культивировали до 
5-7 пассажа. При получении клеточных осадков из 100 мм чашки с клетками убирали 
ростовую среду, чашку дважды промывали 2 мл PBS, наносили 1,5 мл PBS и оставляли на 
снегу на 10 мин. Затем клетки снимали с пластиковой поверхности с помощью 
пластикового лифтера, собирали полученную суспензию в пробирку и центрифугировали 
30 сек при 10000 об/мин. Супернатант удаляли, клеточные осадки хранили на -80°С. 
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     2.3. Депонирование первичных культур клеток простаты. Для консервации 
клеточных культур производили следующие манипуляции: при достижении 90 % 
плотности насыщения из 100 мм чашки Петри убирали ростовую среду, два раза 
отмывали в 2 мл PBS, затем добавляли 1 мл  раствора версен и инкубировали 5 мин в CO2-
инкубаторе. Полученную суспензию переносили в ростовую среду объемом 3,5 мл, 
содержащей 0,5 диметилсульфоксида, тщательно ресуспендировали и перемещали в 
ампулы для консервации в жидком азоте. Заморозка и хранение ампул происходили при -
196°С.  Для деконсервации ампулы размораживали при 37°С, центрифугировали в течение 
5 мин при 1000 об/мин, убирали среду с консервантом, ресуспендировали в свежей 
ростовой среде и переносили на 60 мм чашки Петри. Когда плотность клеточного 
насыщения достигала 90%, клетки перемещали на чашки диаметром 100мм, в которых в 
дальнейшем продолжалось культивирование. 
     2.4. Получение экстрактов из ткани и стромальных клеток простаты, определение 
концентрации белка. Для получения экстрактов из тканей и стромальных клеток 
простаты в пробирки, содержащие клеточный осадок или небольшой кусок ткани, 
наносили лизирующий буфер, в составе которого: 20 мМ TrisCl, 250 мМ NaCl, 0.25% NP-
40, в количестве, соответствующем трем объемам клеточного осадка и пяти объемам 
образца ткани. Затем добавляли коктейли ингибиторов протеаз (Protease Inhibitor Coctail, 
Sigma, США) в соотношении 1:100. Пробирки оставляли на снегу на 30 мин. Пробирки с 
образцами стромальных клеток периодически (каждые 7-8 мин)  перемешивали 
пипетированием, пробирки с образцами ткани гомогенизировали с помощью соникатора 
QSonica 5 раундами соникации по 5-7 сек с амплитудой 60. Затем пробы 
центрифугировали 15 мин при 4°С на 16 000 об/мин. Полученный супернатант собирали и 
хранили на -80°С. Измерение концентрации белка в экстрактах производилось по методу 
Брэдфорд. Для этого к 100 мкл смеси реагентов A и B в соотношении 1:50 коммерческого 
набора Pierce BCA Protein Assay Kit (ThermoScientific, США) добавляли 2 мкл белкового 
экстракта и инкубировали 30 мин при 37°С. Затем определяли оптическую плотность 
раствора при длине волны 562 нм на спектрофотометре Nano Drop ND 1000. 
Концентрацию белка определяли по калибровочной кривой, построенной по результатам 
измерений оптических плотностей проб БСА с известной концентрацией. Затем 
выравнивали количества белка во всех пробах с помощью программы Excel в расчете на 
40 мкг на одну дорожку ПААГ геля.  
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          2.5. Белковый электрофорез в денатурирующих условиях. Белковый 
электрофорез проводился в редуцирующих условиях по методу Лэммли. К пробам, 
содержащим 40 мкг общеклеточного белка, добавляли соответствующее количество 4X 
загрузочного буфера (4% SDS, 20% глицерина, 200 мМ дитиотреитола, 120 мМ Трис-Cl 
(рН 6.8), 0,002% бромфенолового синего) и инкубировали 5 мин при 95°С. Пробы 
разгоняли в 12% ПААГ, состоящем из разделяющего геля (30% бисакриламид, 1.5М Трис-
Cl (pH 8.8), 10% SDS, 10 PSA, TEMED) и концентрирующего гелей (30% бисакриламид, 
1М Трис-Cl (pH 6.8), 10% SDS, 10 PSA, TEMED). Электрофорез проводился при силе тока 
15 мА на один гель, в следующем буфере  (125 мМ Трис, 1.25 M глицин, 0.5% SDS.). В 
качестве стандартов молекулярного веса для электрофореза на одну из дорожек наносили 
5 мкл Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, США). 
        2.6. Иммуноблот. Электрофоретически разделенные белки переносили с геля на 
PVDF мембрану (Thermo Fisher Scientific, США) путем полусухого переноса. Для этого 
мембрану предварительно смачивали в небольшом количестве метанола, а затем-в буфере 
для переноса (48 мМ Трис-Сl, 39 мМ глицин, 10% метанол, 0.03% SDS). Гель помещали 
на мембрану, сверху и снизу накрывали тремя слоями плотной бумаги, предварительно 
cмоченной в буфере для переноса, и помещали в камеру Hoefer Semiphor TE 77 (Hoefer, 
Швеция). Электроперенос белков проводили при силе тока в 90 мА в течение одного ч. 
Затем мембрану помещали в контейнер с 5% обезжиренного молока, разведенного в 
буфере  TBST (10 мМ Трис-Cl (pH 8.0), 0.05 Tween-20) и инкубировали два ч для 
блокирования сайтов неспецифического связывания. Затем мембрану обрабатывали 
первыми антителами в течение ночи при 4°С, после этого 5 раз по 5 мин отмывали в TBST 
и обрабатывали вторыми антителами в течение часа при комнатной температуре. Первые 
и вторые антитела разводили в TBST в соответствии с рекомендациями производителей. В 
качестве вторых антител использовали видоспецифические антитела, конъюгированные с 
пероксидазой хрена (HRP). HPR проявляли на мембране с помощью коммерческого 
набора реактивов Clarity Western ECLSubstrate (BioRad, США). Результаты иммуноблота 
фиксировали с помощью прибора Chemi Doc Touch Imaging System (BioRad, США). 
2.7. Антитела. При выполнении данной работы были использованы следующие антитела: 
анти b-катенин (кат. номер С 2206, Sigma, США), анти b-актин (клон AC-15, Sigma, 
США), анти AMACR (кат. номер PA5-23619, Thermo Fisher Scientific, США), анти 




                                                  
                                      Глава 3. Результаты 
3.1. Сравнительный анализ уровня различных изоформ виментина в 
нормальной и опухолевой ткани простаты и производных культурах 
стромальных клеток у пациентов, оперированных по поводу рака 
простаты,  с помощью иммуноблота 
 В начале работы нашей задачей было определение уровня виментина в нормальной 
и опухолевой ткани простаты и производных культурах стромальных клеток с помощью 
иммуноблота. Нормальная ткань простаты содержит стромальные и эпителиальные 
клетки в соотношении 2:1, которое как правило возрастает при раке простаты. Виментин 
является белком промежуточных филаментов с ММ 57 кДа, который продуцируется в 
стромальных клетках взамен цитокератинов, белков промежуточных филаментов, 






Рисунок 1. Уровень различных изоформ виментина в нормальной и опухолевой ткани 
простаты пациента №1 и производных культурах стромальных клеток с помощью 
иммуноблота. Белки экстрактов тканей и клеток были разделены с помощью 
электрофореза в 8% полиакриламидном геле в денатурирующих условиях (СДС-ПААГ), 
перенесены на мембрану PVDF и визуализированы путѐм обработки антителами к 
виментином и реактивом ECL; 40 мкг общего белка на дорожку геля; н – нормальная 
ткань, о – опухолевая ткань; молекулярные массы различных изоформ виментина 
соответствуют 42, 50, 55, 57 кДа.  
В наших опытах (Рис. 1) виментин выявлялся во всех пробах в виде нескольких 
изоформ с разной электрофоретической подвижностью. Было выявлено 4 изоформы с 
молекулярными массами 57, 55, 50, 42 кДа. В целом, уровень виментина в клеточных 
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культурах оказался выше, чем в тканях. В нормальной ткани простаты не обнаружилось 50 
кДа изоформы, но выявлялся высокий уровень изоформы 55 кДа . В опухолевой ткани в 
наибольшем количестве была представлена 57 кДа изоформа, но отсутствовала изоформа 
42 кДа. В культурах тромальных клеток, полученных из опухолевой и нормальной тканей 
простаты выявлялись все 4 изоформы виментина с наиболее высоким уровнем изоформы 
57 кДа. Уровень изоформы 42 кДа в культурах клеток, полученных из опухолевой ткани, 







Рисунок 2. Уровень различных изоформ виментина в нормальной и опухолевой ткани 
простаты пациента № 2 с помощью иммуноблота. Условные обозначения те же, что и на 
Рис. 1.  
В образцах тканей, полученных от пациента № 2 и производных культурах стромальных 
клеток, виментин выявлялся в виде 4-х изоформ с различной электрофоретической 
подвижностью подобно таковым у пациента № 1. Исключением являлись стромальные 
клетки, полученные из опухолевой ткани, в которых обнаружились дополнительные 
медленно подвижные изоформы виментина, которые мы не стали идентифицировать по 
ММ ввиду их редкой встречаемости. В целом, уровень виментина был выше в культурах 
клеток, чем в тканях. В нормальной ткани простаты выявлялся более высокий уровень 42 
и 50 кДа изоформ по сравнению с опухолевой тканью, для которой характерен высокий 
уровень 57 кДа изоформы. В культурах клеток, полученных из нормальной ткани 
простаты наибольшим был уровень 57 кДа изоформы, а в клеточных культурах, 
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Рисунок 3. Уровень различных изоформ виментина в нормальной и опухолевой ткани 
простаты пациента № 3 с помощью иммуноблота. Условные обозначения те же, что и на 
Рис. 1.  
У пациента № 3 подобно пациентам №№ 1-2 виментин выявлялся во всех тканевы 
и культуральных пробах и его уровень был значительно выше в производных 
стромальных клеточных культурах, чем в исходных тканях. В нормальной ткани простаты 
все четыре изоформы белка на сравнительно одинаковом уровне, тогда как в опухолевой 
очевидно мажорной была 57 кДа форма. В культурах клеток, полученных из ткани 
простаты выявлялось по 6 изоформ виментина, характерным для производных 
нормальной ткани был высокий уровнь медленно подвижных изоформ виментина, а для 







Рисунок 4. Уровень различных изоформ виментина в нормальной и опухолевой ткани 
простаты пациента № 4 с помощью иммуноблота. Условные обозначения те же, что и на 
Рис. 1.  
Подобно предыдущим результатам общий уровень продукции виментина оказался 
выше в клеточных культурах по сравнению с тканью простаты, однако по числу и уровню 
различных изоформ белка нормальная и опухолевая ткань простаты и производные 
культуры не отличались. В нормальной ткани наиболее мажорными были 57 и 55 кДа 
изоформы, тогда как в стромальных культурах все четыре изоформы белка присутствовали 
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Рисунок 5. Уровень различных изоформ виментина в нормальной и опухолевой ткани 
простаты пациента № 5 с помощью иммуноблота. Условные обозначения те же, что и на 
Рис. 1.  
Рисунок общего уровня и отдельных форм виментина в нормальной и опухолевой 
ткани и производных стромальных клетках пациента № 5 были подобны между собой и 
сравнимы с таковыми у пациента № 4, за исключением того, что уровень 50 кДа изоформы 
в стромальных клетках был подобен таковому других изоформ этого белка в клетках, 






Рисунок 6. Уровень различных изоформ виментина в нормальной и опухолевой ткани 
простаты пациента № 5 с помощью иммуноблота. Условные обозначения те же, что и на 
Рис. 1.  
У пациента № 6 общий уровень виментина оказался значительно выше в клеточных 
культурах простаты по сравнению с тканью простаты. В нормальной и опухолевой тканях 
выявлялась только 57 кДа изоформа белка. В клеточных культурах простаты выявлялись 
все 4 изоформы виментина, причем 57 кДа изоформ выявлялась на самом высоком уровне, 
а уровень остальных изоформ белка был выше в производных опухолевой ткани по 
сравнению с клетками, полученными из нормальной ткани.  
 
          3.2. Сравнительный анализ уровня b-катенина и AMACR в 
нормальной и опухолевой ткани простаты и производных культурах 
стромальных клеток у пациентов, оперированных по поводу рака 
простаты, с помощью иммуноблота. 
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Определение уровня b-катенина и AMACR в нормальной и опухолевой ткани 
простаты и производных культурах стромальных клеток могло выявить связь этих белков 
при раке простаты и оценить возможность использования культуры стромальных клеток 
для изучения такой взаимосвязи.  
 
 
Рисунок 7. Уровень b-катенина и AMACR в нормальной и опухолевой ткани простаты 
пациента и производных культурах стромальных клеток у пациента № 1. Белки экстрактов 
тканей и клеток были разделены с помощью электрофореза в 8% полиакриламидном геле 
в денатурирующих условиях (СДС-ПААГ), перенесены на мембрану PVDF и 
визуализированы путѐм обработки антителами к виментином и реактивом ECL; 40 мкг 
общего белка на дорожку геля; н – нормальная ткань, о – опухолевая ткань; молекулярные 
массы b-катенина, AMACR и b-актина – 92, 42 и 41 кДа, соответственно. 
В ткани простаты, полученной от пациента №1 обнаружено две формы b-катенина, 
отличающиеся электрофоретической подвижностью – мало- и быстроподвижная, уровень 
которой был значительно выше в образцах опухолевой ткани. В производных культурах 
стромальных клеток, полученных из нормальной ткани в-катенин – продуцировался на 
том же уровне, что и в ткани. В стромальных клетках, полученных из опухолевой ткани 
простаты уровень обеих форм в-катенина был выше, чем в стромальных клетках, 
полученных из нормальной ткани. AMACR выявлялся во всех тканевых и стромальных 
пробах, однако, его уровень в нормальной ткани простаты оказался выше, чем в 
опухолевой. AMACR выявлялся на высоком уровне в производных стромальных 
клеточных культурах и в производных опухолевой ткани был несколько выше, чем в 
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Рисунок 8. Уровень b-катенина и AMACR в нормальной и опухолевой ткани простаты 
пациента и производных культурах стромальных клеток у пациента № 2. Условные 
обозначения те же, что и на Рис. 7. 
У пациента № 2 b-катенин выявлялся во всех пробах в виде тех же медленно и 
быстро подвижных полос, что и пациента № 1. В пробе, полученной из опухолевой ткани 
простаты уровень быстро подвижной формы был выше, чем в нормальной как и пацинта 
№ 1. В пробах стромальных клеток уровень обеих форм в-катенина в производных 
нормальных клеток был выше, чем в аналогичных культурах, полученных из опухолевых 
клеток. AMACR выявлялся на невысоком и сходном уровне в пробах ткани простаты, в 
производных клеточных культурах его уровень повышался по сравнению с таковым в 
тканях, но не отличался в клетках, полученных из нормальной и опухолевой ткани.  
 
 
Рисунок 9. Уровень b-катенина и AMACR в нормальной и опухолевой ткани простаты 
пациента и производных культурах стромальных клеток у пациента № 3. Условные 
обозначения те же, что и на Рис. 7. 
У пациента № 3 как и пациентов №№ 1-2 b-катенин выявлялся в форме двух полос 
с различной электрофоретической подвижностью.  Общий уровень b-катенина был выше в 
опухолевой ткани по сравнению с нормальной, что особенно очевидно было в отношении 
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быстро подвижной формы. В производных стромальных клетках уровень в-катенина был 
ниже, чем в исходных тканях, но не отличался между производными из нормальных и 
опухолевых тканей. Уровень AMACR был выше в опухолевой ткани, чем в нормальной. В 
В обоих типах стромальных клеток b-катенин выявлялся, причѐм в стромальных клетках 




Рисунок 10. Уровень b-катенина и AMACR в нормальной и опухолевой ткани простаты 
пациента и производных культурах стромальных клеток у пациента № 4. Условные 
обозначения те же, что и на Рис. 7. 
В ткани простаты пациента № 4 уровень быстро подвижной формы в-катенина был 
намного выше уровня малоподвижной формы. Разница в уровне обеих форм белка между 
опухолевой и нормальной тканью не выявлялась. Уровень общего b-катенина в клеточных 
культурах значительно снижался по сравнению с таковым в исходных тканях. AMACR 
выявлялся во всех пробах, однако, его уровень оказался снижен в опухолевой ткани в 
сравнении с нормальной тканью, и в клетках, полученных из опухолевой ткани 
сравнительно с таковым в клетках, полученных из нормальной ткани. 
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Рисунок 11. Уровень b-катенина и AMACR в нормальной и опухолевой ткани простаты 
пациента и производных культурах стромальных клеток у пациента № 5. Условные 
обозначения те же, что и на Рис. 7. 
В ткани простаты пациента № 5 b-катенин выявлялся в форме двух полос, уровень 
быстро подвижной полосы в пробе из опухолевой ткани был значительно повышен по 
сравнению с таковой в пробе нормальной ткани. В пробах из стромальных клеток 
сохранялось доминирование быстро подвижной полосы b-катенина. Соотношение уровней 
обеих форм b-катенина в клеточных культурах было примерно одинаковым. Уровень 
AMACR оказался значительно выше в опухолевой ткани и производных стромальных 
клеточных культурах по сравнению с таковыми из нормальной ткани.  
 
Рисунок 12. Уровень b-катенина и AMACR в нормальной и опухолевой ткани простаты 
пациента и производных культурах стромальных клеток у пациента № 6. Условные 
обозначения те же, что и на Рис. 7. 
В ткани простаты и пациента и производных культурах стромальных клеток 
пациента № 6 как и в предыдущих случаях b-катенин выявлялся в форме двух полос. В 
нормальной и опухолевой ткани преобладала и быстро подвижная форма, уровень которой 
был выше в опухолевой ткани. В культуре клеток простаты, полученной от нормальной 
ткани, преобладала быстроподвижная форма белка, а в клетках, полученных из 
нормальной ткани уровень той и другой форм был одинаков. Уровень AMACR был выше в 
опухолевой ткани и производных стромальных клеточных культурах  по сравнению с 
нормальной тканью и производных стромальных клеток простаты.  
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                                                     Глава 4.  Обсуждение 
     В начале нашей работы стояла задача выявить и охарактеризовать в тканях и 
производных стромальных клетках виментин, являющимся одним из главных маркеров 
мезенхимального фенотипа. Во всех пробах виментин выявлялся с различной 
электрофоретической подвижностью: 57, 55, 50, 42 кДа. В опубликованной литературе 
есть данные о наличии у виментина нескольких изоформ. В частности, есть данные о 
различиях в продукции разных изоформ при осмотическом стрессе (Buchmaier B., et.al., 
2013). Полученные данные о наличии в тканях и проивозводных стромальных клетках 
простаты 4-х изоформ виментина являются новыми и неописанными до этого. Уровень 
общего виментина значительно выше в стромальных клетках по сравнению с тканями. 
Вероятно, это связано с тем, что в ткани присутствуют и эпителиальные железистые 
клетки, не продуцирующие виментин и занимающие примерно одну треть от общего 
объема простаты. Также было установлено, что для опухолевой ткани характерен высокий 
уровень 57 кДа изоформы по сравнению с нормальной тканью. Для половины проб 
клеточных культур показан повышенный уровень быстро подвижной 42 кДа изоформы в 
нормальных стромальных клетках по сравнению с раковыми.                                                     
b-катенин выявлялся во всех пробах в виде медленно и быстро подвижных полос. В 
опубликованной литературе есть данные, показывающие наличие у b-катенина 
гиперфосфорилированной и гипофосфорилированной форм (Popov B., et.al., 2007). 
Уровень общего b-катенина оказался выше в опухолевых тканях по сравнению с 
нормальными. Использованные в данной работе методы не позволили установить разницу 
между уровнями мембранного и цитоплазматического b-катенина, однако, возможно, его 
общий уровень повышен в опухолевых тканях в связи с участием в канцерогенезе (Nusse 
R. and Clevers H., 2017). Уровень общего b-катенина оказался снижен в производных 
стромальных клетках по сравнению с исходными тканями. Предполагалось, что AMACR 
не будет выявляться в стромальных клетках, так как является эпителиальным маркером. 
Однако, полученные нами данные показывают, что AMACR может присутствовать и в 
стромальных клетках. Для большинства проб показан повышенный  уровень AMACR в 
опухолевых тканях и производных стромальных клетках предстательной железы, что 
соответствует литературным данным (Lloyd MD., et al. 2013). Зависимости между 
уровнями b-катенина и AMACR в тканях и производных стромальных клеток простаты 




                                  Выводы 
1. Получены, криоконсервированы и деконсервированы для роста в in vitro шесть культур 
стромальных клеток, полученных из нормальной и опухолевой  ткани предстательной 
железы пациентов, подвергнутых операции по поводу рака предстательной железы.  
2. С помощью электрофореза в денатурирующих условиях и иммуноблота нами впервые 
установлено, что маркер мезенхимных клеток виментин продуцируется в ткани простаты 
и производных стромальных клетках в виде 4-х изоформ с различной ММ. Продукция 
общеклеточного виментина возрастает в производных стромальных клетках по сравнению 
с исходной тканью простаты. Для опухолевой ткани простаты характерен высокий 
уровень медленно подвижной 57 кДа изоформы виментина по сравнению с нормальной 
тканью. Стромальные клетки, полученные из опухолевой ткани простаты 50% пациентов, 
выявляют повышенный уровень «легких» 50 и 42 кД изоформ виментина по сравнению с 
контролем. 
3. Нами впервые установлено, что b-катенин ткани простаты и производных стромальных 
клеток при электрофореза в денатурирующих условиях и иммуноблоте представлен двумя 
мажорными медленно- и быстро подвижной формами. Общий уровень b-катенина выше в 
исходных тканях по сравнению с производными стромальными клетками. В опухолевой  
ткани 5 из 6 пациентов найден более высокий уровень быстроподвижной формы b-
катенина по сравнению с нормальной тканью. Эти отличия не сохраняются в производных 
стромальных клетках. 
4. Нами впервые обнаружена продукция эпителиального маркера AMACR в стромальных 
клетках, производных из ткани простаты. Уровень AMACR в стромальных клетках, 
полученных из нормальной и опухолевой ткани предстательной железы пациентов был 
выше, чем в исходных тканях. Мы не выявили зависимости между уровнем b-катенина и 
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